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Zusammensetzung einer phamnazeutisch wirksamen Substanz 
20 und Abgabeeinrichtung 

Die Anmeldung zitiert verschiedene Druckschriften. Der Inhait dieser Druckschriften 
ist durch Bezugnehmen in die Anmeldung inkorporiert 

25 Die voriiegende Erfindung betrifft Zusammensetzungen einer pharmazeutiscli 
wirksamen Substanz, insbesondere Antigene, die mit einem mukosaien Adjuvans 
vemiischt sind und mit einer ais Sprayapplikator ausgebiideten Abgabeeinrichtung 
so auf die Nasenschleimhaut gebraclit werden kdnnen, da& eine bisher noch nie 
erzielte Wirksamkeit erreicht werden kann. 

30 

Insbesondere umfk&t die Anmeldung eine Vakzine zur intranasaien Applikation, 
bestehend aus: 
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(a) influenzaoberfiachenproteinen. welche liposomal formullert sind 

(Virosomen); 

(b) mukosalem Adjuvans bakteriellen Ursprungs; 

(c) speziflschem Sprayapplikator, der so konstruiert ist. daB nahezu 100% 
5 des Spraystosses vollumfangllch auf die fOr die VVirksamkelt wtehtige 

Nasenschleimhaut appl'iziert werden kann. 

Die Antigene sind vorzugsweise Influenza-Oberfiachenglykoproteine. die liposomal 
formuliert sind (sog. Virosomen). Diese Virosomen werden mit einem mukosalen 

10 Adjuvans gemischt das bakteriellen Urspmngs ist Idealenweise kommt es aus der 
•Klasse der aktiven oder inaktiven Toxine, wie Heaf Labile Toxin (HLT), Choleratoxin 
(CT) Oder Procholeragenold (PCG). Der nasale Sprayapplikator ist so konstruiert. 
daC die wiricsame Substanz Im wesentlichen vollumfangllch auf die 
Nasenschleimhaut appliziert werden kann. Die der Erfindung zugrundeliegende 

15 Formel kann fOr verschiedene medizlnlsche Indikationen venwendet werden. me 
Impfung gegen Grippe oder andere Infektionskrankheiten sowie zur 
therapeutischen Behandlung von verstopfter Nase. Rekonstitution von ladierter 
Nasenschleimhaut oder allgemein mukosal lokalisierten Krankheiten. 

20 Verschiedene Autoren haben die jmmunstimulierende Wirkung von Liposomen 
(kOnstlichen Membranen) beschrieben (Gregoriadis. G.: Immunological adjuvants: A 
role for liposomes. Immunol. Today H (1990) 89-97). Diese jmmunstimulierende 
Wirkung wird erzielt. wenn die Antigene auf die Oberfiache der Liposomen 
gekoppelt werden (GIQck R. Mischler R. Finkel B. Que JU. Scarpa B. Cryz SJ Jr: 

25 Immunogenicity of new virosome influenza vaccine in the elderiy people. Lancet 
344 (1994) 160-163). im Innem der Liposomen eingeschlossen werden 
(Gregoriadis G, Davis D. Davis A: Liposomes as immunological adjuvants: Antigen 
incorporation studies. Vaccine 5 (1987) 145-151) oder nur mit Uposomen vemnischt 
werden (De Haan A. Geeriigs HJ. Huckshom JP. Van Scharrenburg GJM. Palache 

30 AM. Wilschut J: Mucosal Immunoadjuvant activity of liposomes: induction of 
systemic IgG and secretory IgA responses in mice by intranasal immunization wrth 
an influenza subunit vaccine and coadministered liposomes. Vaccine 13 (1995) 
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613-616). Eine zusatzliche immunstimulierende Wirkung wurde beobachtet. wenn 
solche Liposomen mit transmembranen und fusogenen Glykoproteinen ..gespiked" 
wurden (z. B. Influenzaglykoproteine (GIQck. R., Mischier, R.. Brantschen. S.. Just. 
M., Althaus. B., Cryz. S. J., Jr.: immunopotentiating reconstituted influenza 
5 virosome (IRIV) vaccine delivery system for immunization against hepatitis A. J. 
Clin. Invest 90 (1992) 2491-2495) oder Sendaiglykoproteine (Gould-Fogerite, S., 
Mazurkiewicz, J. E.. Bhisitkul, D., Mannino. R. J.: The reconstitutlon of biologically 
active glycoproteins into large liposomes. Use as a delivery vehicle to animal cells. 
In: C. H. Kim. J. Diwan, H. Tedeschi und J. J. Saiemo (Hrsg.), Advances in 
10 Membrane Biochemetry and Bioenergetics, Plenum Publishing Corp.. New York 
(1987)8.569). 



Bisher wurde jedoch diese Wirkung meistens nach parenteraler Applikation (i.m., 
s.c. Oder l.p.) beschrieben. Einige Autoren fenden jedoch. da& solche 

15 Fomiufierungen mit herkdmmlichen Methoden (Tropfer oder herkSmmliche 
Nasensprays) erfolgreich verabreicht werden kfinnen. Die Ergebnisse beziehen sich 
jedoch fast ausschliefilrch auf Experimente mit Labortieren, meist die Maus, wetehe 
im Vergleich zum Korpergewicht eine viel grd&ere Nasenschieimhaut besitzt als 
verglelchsweise der Mensch. Zudem war die verabreichte Antigenmenge so hoch, 

20 da& alleine aus wirtschaftlichen sowie GrOnden der Produktsicherheit eine 
Anwendung beim.Menschen nicht in Frage kdme. Auch konnte gezeigt werden, da& 
be! einer vemOnftigen Dosierung des Antigens (Influenza) trotz iiposomaler 
Formulierung und richtiger nasaler Applikation keine befnedigende Wirkung erzielt 
werden konnte. 

25 

Andere Autoren versuchten deshalb, eine wirksame nasal applizierbare Vakzine zu 
entwickein, indem sie anstatt der liposomalen Formulierung die Antigene mit einem 
mukosalen Adjuvans bakteriellen Ursprungs vemnischten. Dabei wurden 
insbesondere HLT. CT oder nicht toxische Derivate von HLT oder CT (Elson CO, 
30 Ealding W: Generalized systemic and mucosal immunity in mice after mucosal 
stimulation with cholera toxin. J. Immunol. 132 (1984) 2736-2741) venvendet. 
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Die Ergebnisse in der Literatur zeigten in der Tat vielversprechende Wi*ungen 
nach nasaier Applikation, welche emeut vor allem in Labortieren eizielt worden 
waren. Jedoch einige wenige klinische Versuche im Menschen bestatigten eine 
gewisse Wirksamkeit (Tamura S-J. Ishihira K, Miyata K. Aizawa C, Kurata T: 
Mechanism of enhancement of the immune responses to influenza vaccine with 
cholera toxin B subunit and a trace amount of holotoxin. Vaccine 13 (1995) 339- 
341). Doch emeut war die zu verwendende Antigen- und Adjuvansmenge sehr 
hoch, was wiederum Vorbehalte betreffend Produktsicherheit und MQglichkeit der 
Kommerzialisierung offenlieB. 

Weitere Nachteile der bisher beschriebenen Versuche zur Entwickiung einer nasal 
applizierbaren. prSventiv oder therapeutisch wirksamen Vakzine sind die heute zur 
VerfOgung stehenden ungenQgenden Applikatorsysteme, 

Zur Zeit gibt es Nasensprays als Mono-. Bi- und Multidosis-Applikatoren. 
Eingehende Untersuchungen und PrQfungen der bisherigen Nasensprays mittels 
Farbstoffapplikation (Methylenblau) und Nasenendoskopie haben ergeben. daB die 
zu vereprOhende Substanz (Vakzine, phamazeutische L5sung) nur hSchstens zu 
25% an die Schleimhaut des Mukosa-assoziierten Immunsystems der Turbinalien 
gelangt 

Die Schleimhaut des Mukosa-assoziierten Immunsystems befindet sich in der 
Nasenhdhle an der lateralen Nasenwand in Bereich der Turbinalien 
(Nasenmuschein). wie beispielsweise Figur 1 zeigt, die humane Turbinalien und 
Turbinalien eines Rehs darstellt. Unsere Untersuchungen haben ergeben. daB mit 
den bisherigen Nasensprays wegen erheblicher Verluste im Nasenvorhof 
(Vestibulum nasO (siehe Figur 2) sowie an der Nasenscheidewand nur eine 
ungenQgende Menge der pharmazeutisch aktiven Substanz in die 
Nasenhaupthohlen gelangt. Diese Nasenstrukturen sind mit immunologisch 
inaktivem Plattenepithel und TalgdrQsen ausgekleidet. (Walter Becker. Hans Heinz 
Neumann, Carl Rudolf Pfaltz: Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde. Thieme Verlag. 
Stuttgart. New York 1992). 
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Ursachen fOr das Unvermogen bisheriger Nasenapplikatoren. eine suffiziente Dosis 
auf die respiratorische Schleimhaut (Ort der spezifischen und unspezifischen 
Abwehr) zu versprQhen, sind verschiedener Art: 

(DAufgrund ungenOgender ungenQgender Anatomlekenntnisse wird der 
Hauptvelctor des SprOhstrahls bei der Sprayapplikation In eine falsche RIchtung 
gelenkL Dabel gelangt die pharmazeutisch aldive Substanz kaum in die 
Nasenhaupthdhle. Die verspruhte FIQssigkeit flleBt tellweise Ober die Oberlippe 
nach unten heraus. 

(2) Der Spriihansatz beim Nasenteil 1st In seinem Durchmesser nicht den 
anatomischen Vertiaitnlssen angepafit. Das innere Nasenloch ist 
natorltehenweise spaltfdrmlg und hat die Funktion einer DQse (slehe Figur 2). 
Die ublichenwelse brerten NasenstQcke vernibgen diese anatomische Enge 
nicht zu QbenA^inden. Beim VersprQhen vor dem Lumen nasi gelangt nur 
derjenige Sektor des SprQhkegeis in die Nasenhaupthdhle. der der Breite des 

Lumen nasi entspricht. 

(3) Der optimale SprOhwInkel wurde bisher noch nicht wissenschattlich ausgelotet. 
Bel den herkSmmlichen Sprayapplikatoren variiert dieser wlllkOrlich zwischen 
30- und 80- zur Horizontalen bei normal gehaltenem Kopf bzw. zu einer 
Senkrechten zur Ungsachse des KOrpers eines Menschen. Damit sind 
erhebliche Veriuste. nSmlich bis 90% des applizlerten Volumens ebenfalls 
erkiarlich. Unsere systematlschen Untersuchungen haben gezeigt. daB der 
optimale SprQhwInkel zwischen 50" und 80" liegt. 

(4) HerkSmmliche Nasensprays haben ein zu kurzes NasenstQck. Die Distanz von 
der Fingermanschetle bis zur SprQhSffnung Ist zu kurz. Man gelangt mit den 
bisherigen Sprays nicht einmal bis zum Inneren Nasenloch. Das NasenstQck 
sollte mindestens 0.7 cm linger seln. besonders bevorzugt welst das 
NasenstQck eine LSnge von 1 bis 1.5 cm auf. 

Es Ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfmdung eine verbesserte 
Zusammensetzung einer phamiazeutisch wirksamen Substanz sowie eine 
verbesserte Abgabeelnrichtung. Insbesondere zur PrSvention und Behandlung von 
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Infektionskrankheiten bereitzustellen. Diese Aufgabe wind mit den Merkmalen der 
PatentansprOche geldst 

Die wirksamste Zusammensetzung fQr die prSventive und therapeutische Wirkung 
besteht aus der Formel des Qberraschend kostimulierenden Effektes von 
Liposomen. gemlscht mit einem mukosalen Adjuvans und appliziert mit einer neuen 
Abgabeeinrichtung bzw. einem neuen Nasenspray. 

Dementsprechend besteht der Erfindungskomplex aus foigenden Komponenten: 

(a) einer aktiven Substanz (Antigen); 

(b) einer ausgewogenen Mischung von Liposomen und mukosalem Adjuvans; und 

(c) einem neuen medizinischen GerSt. nSmiich einer spezifischen 
Abgabeeinrichtung bzw. Nasenspray. 

Insbesondere betriffl die Erfindung Vakzine zur intranasalen Applikation. bestehend 

aus: 

(a) Influenzaoberfiachenproteinen, welche liposomal fomnuHert sind 
(Virosomen); 

(b) mukosalem Adjuvans bakteriellen Ursprungs; und 

(c) spezifischem Sprayapplikator, der so konstruiert ist. daB nahezu 100% 
des Spraystosses vollumfanglich auf die fur die Wirksamkeit wichtige 
Nasenschleimhaut appliziert werden kann. 

Die aktive Substanz bezieht sich daher auf Antigene. insbesondere auf 
Influenzaglykoproteine. welche wegen ihrer transmembranen DomSnen leicht in 
kOnstliche Membranen (Liposomen) eingebaut werden konnen. Es kdnnen jedoch 
leicht noch weltere Antigene allein oder In Kombination mit den Influenzaantigenen 
auf die Oberfiache der Liposomen gekoppelt werden. Die Koppelung geschieht je 
nach chemlscher Beschaffenheit der Antigene spontan oder mittels eines 
chemischen CrosslinkemiolekQIs. wie dies schon frOher beschrleben worden war 
(Martin FJ. Papahadiopoulos D: Irreversible coupling of immunoglobulin fragments 
to prefonned vesicles. J. Biol. Chem. 257 (1982) 286-288). Es kann sich auch urn 
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ein DNS-PlasmId Oder ein RNS-Plasmid handeln. welches fQr ein Antigen kodlert 
und in die Liposomen eingeschlossen werden kann. 

Der Begriff "Antigen" In Sinne dieser Erfindung umfaBt sowohl vollstandlge 
MolekQIe als auch Fragmente dieser Molekule. die antigene Eigenschatten haben 
und/oder zur Immunisiemng eingesetzt werden kOnnen. Weiterhin umfaBt der 
Begriff "Antigen" MolekQIe und/oder Fragmente von MolekQIen, die 
Immunstimulierend sind. 

Das in der erfindungsgemSBen Vakzine eingesetzte Influenzaoberfiachenprotein 
umfaBt vorzugsweise Hamagglutinin (HA). Weitertiin kann das 
Influenzaoberfiachenprotein Himagglutinin (HA) in Verbindung/Kombination mit 
Neuraminidase (NA) umfassen. 

In einer besonderen AusfQhrungsfbrm betriffl die Erfindung eine Vakzine. welche 
weitere Antigene enthait. Insbesondere konnen die weiteren Antigene an der 
Oberfiache der Virosomen gebunden sein. 

In einer weiteren bevofzugten AusfOhrungsfomn betrifft die Anmeldung 
erfindungsgemifie Vakzine, die neben den Antigenen bestehend aus 
lnfluenzaoberfiachenprotein(en) weitere Antigene. vorzugsweise von pathogenen 
Organismen enthalten. Hierbel kann der pathogene Organismus ein Virus, ein 
Bakterium. ein Pilz oder ein Parasit sein. Diese Organismen umfassen 
verschiedene Krankheitserreger wie, z.B.: Hepatitis A-Virus, Hepatitis B-Vlrus. 
respiratorisches Syncytial-Virus (Pneumovirus). Parainfluenzavirus. Mumpsvirus. 
Moblllivirus. HIV, Diphterie-Bakterium (Corynebacterium diphtheriae), 
Tetanusbazlllus (Clostridium tetanO, Pneumokokken, Haemophilus influenzae. E. 
Coll. Candida albicans, Candida tropicafis. Candida pseudotropicalis, Candida 
parapsilosis, Candida krusel. Aspergllluis-Arten. Trichomonas-Arten. Trypanosoma- 
Arten. Leishmania-Arten. Toxoplasma gondii. Plasmodium falciparum. Plasmodium 
vivax. Plasmodium ovale. Plasmodium malariae. Trematoden-Arten und 
Nematoden-Arten. Insbesonders umfassen die Trematoden-Arten Schistoma 
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haematobium, S. mansoni, S. japoniaum und die Nematoden-Arten Tricharis 
trichiura. Ascaris iumbricoides und Trichinelia spiralis. 

Weiterhin umfaBt die Erfmdung sine Valtzine.welche ein Influenzavalczine ist. 
5 Insbesondere umfa&t die Erfindung eine Valeine, welche zur Pravention und/oder 
Behandtung aiigemeiner Infektionen/lnfelctionserkrankungen angewandt warden 
kann. Weiterhin dient die Vakzine zur Pravention und/oder Behandlung von 
Influenzaerkrankungen, zur Prevention und/oder Behandlung von verstopfter Nase, 
zur Behandlung von Verletzungen von Nasenschleimhduten. Weiterhin umfa&t die 
10 Erfindung vorzugsweise Vakzine, wobei der HSmagglutinin-Gehalt pro Dosis (100 
|ji) zwischen 1-30 pg. mit Vorteil zwischen 3 - 10 pg und am besten bei 3.75 pg 
liegt 

in einer bevorzugten AusfQhrungsfonn weist die Erfindung auf eine Vakzine. wobei 
15 das Verhaitnis Liposomen-Phospholipid zu HA zwischen 1:10 und 20:1, 
vorzugsweise zwischen 1:1 bis 10:1 und besonders bevorzugt bei 3:1 iiegt. 

Desweiteren bezieht sich die Erfindung vorzugsweise auf eine Vakzine, wobei das 
Phospholipid der Liposomen ausgewdhit ist aus der Gruppe von neutralen, 
20 kationischen und/oder anionischen Phospholipiden. 

In einer bevorzugten AusfDhrungsfomi bezieht sich die Erfindung auf eine Vakzine, 
bei der das mukosale Adjuvans ein aktives Toxin, ein inaktives Toxin und/oder ein 
nicht-toxisches Toxin ist. Insbesondere umfaBt das mukosale Adjuvans, 
25 vorzugsweise, Heat Labile Toxin (HTL), Choleratoxin (CT) und/oder 
Procholeragenoid (PCG). In einer anderen bevorzugten AusfOhmngsfomri ist das 
mukosale Adjuvans das Heat Labile Toxin (HLT) von Escherichia coll. In einer 
weiteren bevorzugten AusfQhmngsfbrm kdnnen die Toxine inaktiviert sein. Oiese 
Inaktivierung kann durch Rekombinationstechnologie erfolgen. 

30 
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in einer weiteren AusfOhrungsform umfaBt die Erfindung eine Vakzine. welche Heat 
Labile Toxin (HLT) "und/oder Choleratoxin (CT) in einem VerhSltnis enthSlt. das 
zwischen 1:2 bis 20:1. besser zwischen 1:1 und 1:10. und am besten bei 7.5:1 liegt. 

5 Der oben verwendete Begriff "ausgewogene Mischung aus Liposomen und 
mukosalem Adjuvans" bezieht sich einerseits auf das richtige Verhaitnis von 
Antigen und Phospholipiden sowie mukosalem Adjuvans. das nOtig ist fOr eine 
zufriedenstellende Wirksamkeit. Klinische Untersuchungen haben folgendes 
gezeigt: Das ideale Verhaltnis Phospholipid (r. B. Phosphatidylcholln. 

10 Phosphatidylethanoiamin. neutrale. anionlsche oder kationische Phospholipide) zu 
Influenza-Antigen liegt zwischen 1:1 bis 20:1. Am idealsten liegt es bei 3:1. Das 
Verhaltnis Influenza^ntigen zum akliven mukosalen Adjuvans (Toxin) HLT oder CT 
liegt zwischen 1:2 bis 20:1. Das vorteilhafteste Verhaltnis liegt bei 7,5:1. 

15 Wie oben erwahnt liegt das Verhaltnis Influenza-Antigen zum inaktlven mukosalen 
Adjuvans (inaktives Toxin) PCG oder nicht toxischen Derivat von HLT und CT 
zwischen 3:1 und 1:20. idealenweise bei 1:2. 

In vitro-Experimente zur Messung der immunstimulierenden mukosalen Wirkung 
20 haben Qberraschendenvelse gezeigt. daB eine Mischung der Adjuvantien 
Liposomen und mukosales Adjuvans nicht eine Addition der Wirkungen bewirkt. 
sondem daB die Addition um einen Faktor von mindestens fQnf erhoht wird. 

Der Begriff "neues medizinisches GerSf bezieht sIch auf einen Spray-Applikator. 
25 der sich besonders fOr die intranasale Immunisierung (Vakzination) eignet Es 
genOgt nicht. eine mukosal wirksame Substanz zusammenzustellen. wenn die 
Applikation schlecht oder ungenOgend ist. 

Das neue Gerat zeichnet sIch dadurch aus. daB es die anatomischen 
30 Gegebenheiten der Nase vollstSndig berOcksichtigt: 

(1) Die Distanz von Fingemianschetten bis SprOhkopf betragt vorzugsweise 

mindestens 4.0 cm. 
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(2) Der vordere Tell des NasenstOcks besteht aus einem im wesentlichen 
zylindrischen Aufeatz, der beispielswelse mindestens 5 mm lang und hSchstens 
5 mm im Durchmesser 1st 

(3) Der SprOhwinkel der in dieser Erfindung beschriebenen Abgabeeinrichtung 
betragt vorzugsweise 50° bis 70°zur Horizontalen. 

(4) Die Achse der Hauptrichtung des Abgabeeinrichtung bzw. des Sprayapplikators 
wird voizugsweise durch eine spezielle Manschette bestimmt: Die Manschette 
ist vorzugsweise auf das Vorderteil des NasenstOcks der Abgabeeinrichtung 
aufsteckbar und derart ausgebiMet. dafi sle bei der nasalen Sprayapplikation 
auf der Oberlippe abgestOtzt werden kann, so da& die Spruhrichtung im 
wesentlichen zur lateralen Wand der NasenhShle zielt. 

Eine Ausbildung der Manschette zur AbstQtzung auf der Oberlippe Ist bevorzugt. da 
die Oberlippe relativ nahe an der Nase liegt und dennoch die Distanz groB genug 
ist. urn einen wirksamen Hebel zur vorteilhaflen Ausrichtung zu bilden. AuBerdem 
emidglichen die sensiblen Tastsensoren der Lippe dem Benutzer, die richtige 
(zentrische bzw. parallele) Auflage der Manschette, ohne einen Blick in den Spiegel 
zu QberprOfen. Daneben kann die Manschette jedoch auch zur AbstQtzung an 
anderen KSrper- bzw. Kopfpartien ausgebildet zu sein. 

Das schmale NasenstQck hat vorzugsweise eine Mindestlange von 0.5 cm, besser 
1 cm, und das nachfblgende dickere NasenstQck ist bevorzugt mindestens 1 cm, 
mit Vorteil 2 cm, lang. Die Distanz zwischen dorsaler Fingeroberfiache und 
Sprayspitze sollte mindestens 2 cm, mit Vorteil 2,5 bis 3 cm, betragen bzw. die 
Distanz von Flngerabsatz (Manschette) bis Sprayspitze sollte mindestens 3 cm, mit 
Vorteil 4 bis 5 cm betragen. Der SprOhwinkel des Sprays sollte vorzugsweise 50' 
bis 70' zur Horizontalen betragen, wenn der Kopf in einer normalen senkrechten 
Position gehalten wird. 

Zudem sollte der Hauptvektor des SprflhstoBes zwischen mittlerer und unterer 
Nasenmuschel gerichtet sein. D.h.. er soli auf den mitlleren Nasengang gerichtet 
sein. Dies setzt in der Regel eine beinahe horizontale Richtung des Appiikators 
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voraus. Eine soiche kann, wie in der vorliegendeh Erfindung beschrieben, durch 
das Anbringen einer speziellen Appiikator-Manschette fixiert werden. Es ist auch 
m6glich, die Manschette und den Applikator einstuckig Oder integral auszubilden. In 
diesem Fall ist die BefestigungseinrichtungA/erbindungseinrichtung fest mit dem 
5 Applikator verbunden oder einstOckig mit ihm ausgefuhrt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsfbrm handeft es sich beim Sprayapplikator urn 
einen Apparat, dessen Nasenstflck mit SprOhkopf vorzugsweise hdchstens 5 mm 
dick und mindestens 5 mm, besser 7 mm, lang ist, dessen Distanz zwischen 
10 Fingennanschette bis Spruhkopfspitze mindestens 3 cm betragt und der mit einer 
montierbaren Manschette das EinfQhren in das Nasenloch so erlaubt, daB der 
Hauptsektor des Nasensprays mit der Horizontalen einen Winkel von ca. 15 bis 20** 
bildet 

15 In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsfomn Ist das Antigen ein Gemisch aus 
Infiuenza-Oberfiachenantigenen, das an der Oberflache von Liposomen prSsentiert 
wird. Dieses Mittel kann mit Antigenen von anderen pathogenen Mlkroorganismen 
kombiniert werden. Wie oben bereits envShnt kann die erfindungsgemalie Vakzine 
daher weitere Antigene. vorzugsweise Antigene anderer pathogener Organismen 

20 enthalten. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform dient das vorstehend beschriebene Verfahren 
zur Prophylaxe von Infektionskrankheiten, zur Behandlung einer verstopften Nase 
und verschiedener Storungen der Nasenschleimhaut 

25 

Im folgenden werden bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung unter 
Bezugnahme auf die Zeichnungen beispielhaft beschrieben. Es zeigen: 

Fig. 1 eine Vergleichsdarstellung zwischen humanen Turbinalien und Turbinalien 
30 eines Rehs; 

Fig. 2 eine schematische Darstellung des anatomischen Baus eines inneren 
Nasenlochs; 
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Flg. 3 eine schematische Darstellung des prinzlpiellen Aufbaus einer bevorzugten 
AusfQhrungsform der erfindungsgemSKen Abgabeeinrichtung; 

Fig. 4 eine Darstellung des korrekten SprQhwinkels be! wirksamer Applikatlon; 

Fig. 5 eine Darstellung einer Nasenzytologie: Quantifizierung der verschiedenen 
5 Zellpopulationen, die durch Nasenabstrichtechnik von den Individuen (20 

jeder Gruppe) bis zu 29 Tage nach drei verschiedenen Arten der 
intranasalen Vakzination erhalten wurden. Man beachte den deutlichen 
Anstieg der Centroblasten als Anzeichen einer lokaien Immunantwort in 
Gruppe A im Gegensatz zum signifikant geringeren Anstieg In den Gruppen 
10 B und C {p<0.005); 

Fig. 6 eine bevorzugte AusfQhrungsform der erfindungsgem^Qen 
Abgabeeinrichtung ohne Manschette; und 

Fig. 7a und 7b zwel Ansichten einer bevorzugten AusfOhrungsfonn einer 
Manschette fur die erfindungsgemSQe Abgabeeinrichtung von F^. 6. 

15 

BEISPIEL 1 

Herstellung einer mukosalen virosomalen Influenzavlrusvakzine mit HLT 
als zusdtziichem mukosalen Adjuvans 

20 Die Herstellung einer Influenzavirosomenvakzlne ist beschrieben in Gluck R, 
Wegmann A: Liposomal presentation of influenza antigens. In: Nicholson KG, 
Webster RG, Hay AJ, Hrsg.. Textbook of Influenza (1998) S. 400-409. London: 
Biackwell. In KQrze unifaBt die Herstellung: Die Stamme H1N1 A/Singapur/6/86, 
H3N2 A/Wuhan/359/95 und B/Beijing/1 84/93 des Influenzavirus, die in 

25 angebruteten HQhnereiem kultiviert wurden, wurden vom National Institute of 
Biological Standards and Control. London, GB, geliefert. Intakte Virionen wurden 
aus der Chorioallantois-FIClssigkeit durch Zonenzentrifugation isoliert und mit &- 
Propioiacton inaktiviert Gereinigte Virionen wurden in einen Puffer gegeben, der 
0,1 M Octaethylenglycolmono(N-dodecyl)ether (OEG) (Nikko Chemicals, Japan) In 

30 PBS-NaCI enthielt. Diese wurden 20 Minuten bei 21 "C inkubiert. urn die 
vollstdndige Zersetzung der Viruskomponenten zu ermdglichen. 
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Zur Extraktion von Hemagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA) wurde das 
Gemisch 60 Minuten bei lOOOOOxg zentrifugiert Der Oberstand. der HA. NA und 
virale Phospholipide (PL) enthielt. wurde zur Herstellung der verschiedenen 
intranasalen Vakzinformulierungen verwendet. ZusStzliche Phospholipide 

5 (Phosphatldylcholln [Upold, Deutschland]) wurden zugegeben und ISslich gemacht. 
Die Virosomen wurden spontan wahrend der Entfernung des OEG-Detergens durch 
Chromatographic gebildet Zu einer mukosalen Vakzindosis (100 pi), die 3.75 pg 
HA von jedem von drei Influenzavlrusstammen. wie von der WHO empfbhien. und 
35 \ig Lecithin enthielt, wurden 0.5 pg Heat Labile Toxin (HIT) von E. coll aus dem 

10 Produktlonsstamm E. coll HE22VK (Vogel FR. Powell MF: A compendium of 
vaccine adjuvants and excipients. In: Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant 
Approach (M. F. Powell. M. J. Newmann. Hrsg.). Plenum Press. New York (1995) S. 
141) als mukosales Adjuvans gegeben. 

Beispiel 2 

Die E.coli-Zellen warden in einer Durchlaufzentrifuge (Westfalia AG) sedimentiert 
und in "Phosphate buffered saline" (PBS, 6.06 g/L Na2HP04. 1.46 g/L KH2PO4 2.4 
g/L NaCI pH 7.4) suspendiert 

20 

Die Freisetzung des intrazellulSren hitze-labilen Toxins (HLT) erfolgt durch 
ZellaufschluB in einer KugelmOhle (z.B. Dyna-Mill. W.Bachofen AG) oder in einer 
French-Press. Zum Beispiel: 10 L Zellsuspension wird mit einer FluBrate von 33 
mUmin. durch die KugelmOhle gepumpt. Die KugelmOhle ist mit 500 mL Glaskugein 
25 gefOllt. rotiert mit 3000 min ' und die SchlitzSffnung betragt 0.05 mm. 

Die Abtrennung fester Zellbestandteile in der ZellaufschluB-LQsung erfolgt mitlels 
tangentialer Mikrofiltration. Zum Beispiel: Die 10 L-Zell-Lysat werden in einem 
Prostak-System (Millipore AG) unter Venwendung eines RIters mit 0.2 p 
30 Porengrdsse auf ca. 4 L eingeengt. Danach wird mit 24 L PBS nachgespQIL Das 
Permeat wird durch einen 0.2 p-Sterilfilter (z.B. Gelman Supor DCF. Pall) filtriert. 
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Aus dem Permeat wird das HLT mittels Affinitats-Chromatographie Isoliert Als 
stationare Phase wird immobilislerte Galaktose (Galaktose-Gel z.B. von Pierce) 
Oder immobilislerte Laktose (Laktosyl-Gel z.B. Pharmacia) verwendet. Die mobile 
Phase besteht aus PBS (Puffer A) und 5% (g/v) Laktose in halb konzentriertem 
5 PBS (Puffer B). Zum Beispiel: Das sterilfiltrierte Zell-Lysat wird auf die mit Puffer A 
vorkonditionlerte SSule aufgetragen und die Saule danach mit Puffer A gespQIt. bis 
die UV-Absorption bei 280 nm die Baslsllnie erreicht. Danach wird das HLT mit 
Puffer B von der Siule eluiert. 

10 BEISPIEL 3 

Herstellung einer mukosalen virosomalen Influenzavakzine mit PCG 
als zusStzlichem mukosalen Adjuvans 

Die Herstellung einer Influenzavirosomvakzine ist im Beispiel 1 beschrieben. Zu 
15 einer mukosalen Vakzindosis (100 \s\), die 3.75 |jg HA von jedem von drei 
Influenzavakzinstammen, wie von der WHO empfohlen, und 35 pg Lecithin enthlelt. 
wurden 6 pg Procholeragenoid, hergestellt durch Erhitzen von gereinigtem CT. das 
aus V. cholerae (Inaba 569B) stammte, als mukosales Adjuvans gegeben (Pierce 
NF, Cray WC, Sacci JB. Craig JP, Germanier R, FQrer E: Procholeragenokl: A safe 
20 and effective antigen for oral immunization against experimental cholera. Inf. 
Immunity 40. 3 (1983) 1112-1118). 

BEISPIEL 4 

Herstellung einer mukosalen Hepatitis-B-(HBs-)Vakzine 

25 

PhosphatidylethanolamIn (R. Berchtokl, Biochemisches Labor. Bern. Schweiz) 
wurde in Methanol geWst, und 0.1% (VoL/Vol.) Triethylamin wurde zugegeben. Die 
Losung wurde dann mit y-Malelmidobutlersaure-N-hydroxysuccinlmidester (GMBS) 
(Pierce Chemical Company. Rockford, IL) (Verhaitnis 
30 Phosphatidylethanolamin:GIWBS = 2:1) gemischt. das zuvor in Dimethylsulfoxid 
(DMSG) gelost worden war. Nach 15-minQtiger Inkubation bei Raumtemperatur 
wurden die L6sungsmittel 1 Stunde unter Vakuum in einer Speedvao-Zentrifuge 
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verdampft. Rekombinante HBs-Partikel wurden gem§B bekannter Verfahren In 
CHO-Zellinien hergestellt und gereinigt. 

Urn ein reduziertes HBs-Partikel mit freien Cysteinresten zu erhalten, wurden die 
Partikel mit 40 mMol/l DL-Dlthiothreitol (DTT) fQr 5 Minuten bei Raumtemperatur 
behandelt Das DTT wurde unter Veiwendung einer Sephadex-GIO-SSule 
(Pharmacia LKB Biotechnology. Uppsala. Schweden) entfemt. und 
Octaethylenglycol (Fluka Chemicals. Schweiz) (OEG) wurde in einer 
Endkonzentration von 100 mMol/l zugegeben. Das verdamptte 
Phosphatidylethanolamin-GMBS wurde dann mit der HBs-L6sung 1 Stunde 
.gemischt (Verhaitnis HBs:GMBS = 1:2). ungebundenes GMBS wurde dann durch 
Cystein abgefangen. Die Umsetzungen wurden mittels 
DQnnschichtchromatographie Qberwacht. 

32 mg Phosphatidylcholin (Lipoid GmbH, Ludwigshafen. Deutschland) und 6 mg 
Phosphatidylethanolamin wurden zu den zuvor vemetzten 
Phosphatldylethanolamln-GMBS-HBs gegeben. und dieses Gemisch wurde in 
einem Gesamtvolumen von 2.66 ml PBS. die 100 mM OEG enthieit (PBS-OEG). 
geldst. 

Das Influenza A/Singapur-Hamagglutinin wurde gereinigt. wie vorstehend im 
Beispiel (1) beschrieben. Eine Ldsung. die 4 mg HMmagglutinln enthieit. wurde 30 
Minuten bei lOOOOOg zentrifuglert. und das Sediment wurde in 1.33 ml PBS-OEG 
geldst 

Die Phospholipide und die H§magglutininl6sung wurden gemischt und 1 Minute mit 
Ultraschall behandelL Das Gemisch wurde dann 1 Stunde bei lOOOOOg zentrifuglert 
und der Oberstand sterilfiltriert (0.22 pm). 



Virosomen mit adsorbiertem HBs wurden dann durch Entfemung des Detergens 
unter Venwendung von BioRad-SM-Bio-Beads gem§B Beispiel 1 entfemt. Einer 
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Stammiasung enthaltend 50 \ig HBs-Antigen/ml wurde 10 \iglm\ HLT aus Beispiel 2 
zugegeben und in Sprayapplikatoren gemaU Beispiel 6 abgefOllt. 

BEISPiEL 5 

5 In-vitro-Test zum Testen der Alctivitat des mukosalen Adjuvans 

Die blologischen Aktivilaten der mukosalen Adjuvantien wurden mit 
Influenzavirosomen. HLT. PCG, einem Gemisch von Virosomen und HLT gema& 
Beispiel 1 und einem Gemisch von Virosomen und PCG gemSB Beispiel (2) 
1 0 gemessen. Die nachstehenden Losungen wuiden zu Y-1 -Nebennlerenzellen ATCC: 
•CCL 79 (Y-1 -adrenal tumor, mouse steroid secreting) in Minikultur gemSS Sack DA 
und Sack RB (Sack DA und Sack RB: Test for enterotoxigenic Escherichia coli 
using Y-1 adrenal cells In miniculture. Infect. Immun. H (1974) 334-336) gegeben: 

15 (a) HLT (5 \iglm\), (b) PCG (60 (jg/mO. (c) Influenzavirosomen und HLT: 37 pg/ml 
Influenzahamagglutinin von jeweils 3 StSmmen (H1N1. H3N2, B). 100 \iglm\ 
Phosphatidyicholin und 5 pg/ml sowie (d) Influenzavirosomen und PCG: 37 pg/ml 
Influenzahamagglutinin von jeweils 3 Stammen, 100 pg/ml Phosphatidyicholin und 
60 mg/ml PCG. 

20 

Die nachstehenden Adjuvansaktivitaien (In Einheiten) wurden bestimmt: 
(a) 15 Einheiten. (b) 6 Einheiten, (c) 80 Einheiten.- (d) 36 Einheiten. Die hSchste 
biologische Adjuvansaktivltat wurde mit dem Gemisch aus Virosomen und HLT oder 
Virosomen und PCG durchgefQhrt. Die Adjuvanswlrkung wurde mitlels 
25 Zelltoxizitatsparametem bestimmt 

BEISPIEL 6 

Klinische Bewertung verschiedener Sprayapplikatoren 

30 Die erfindungsgemaBe Abgabeeinrichtung ist in Ihrem Grundaufbau im 
wesentlichen mit herkSmmlichen Sprayapplikatoren vergleichbar. ist jedoch 
besonders gut an die anatomischen Gegebenheiten filr eine nasale Applikation 
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einer beliebigen, insbesondere jedoch der hleiin beschriebenen pharmazeutlsch 
wirksamen Substanzen, angepaBt. 



Eine bevorzugte AusfQhrungsform der erfindungsgemSBen Abgabeeinrichtung 2 ist 
5 in den Figuren 3 und 6 gezeigt. In der in Figur 3 dargestellten Seitenansicht der 
erfindungsgemSBen Abgabeeinrichtung (Sprayapplikator) 2 sind die wesentlichen 
Komponenten eikennbar. Die Abgabeeinrichtung 2 weist im wesentlichen einen 
Behaiter 4 mit einer (nicht dargestellten) pharmazeutlsch wiricsamen Substanz und 
einen Spray- bzw. Pumpmechanismus 6 auf. Der Pumpmechanismus 6 ist mit 

10 einem Verbindungsabschnitt 8 fluiddicht mit dem Behaiter 4 vertjunden. Das 
■Pumpen und SprOhen mit der erfindungsgemSBen Abgabeeinrichtung 2 erfolgt auf 
hericfimmliche Weise durch Betatigung einer Fingennanschette 10. Die im Behaiter 
4 befindliche phamnazeutisch wirlcsame Substanz wird durch eine sich durch den 
Pumpmechanismus erstreckende Offhung 12 an einer Austrittseffhung 14 

15 abgegeben. 

Die erfindungsgemaBe Abgabeeinrichtung 2 unterscheldet sich von den bekannten 
Sprayapplikatoren insbesondere durch die konstmktive Ausgestaltung des 
NasenstOcks 16, das belm effektiven Appl'izieren der phanmazeutisch wiricsamen 

20 Substanz eine wesentllche Rolle spielt. Das NasenstOck 16 ist vcrzugsweise 
integral mit dem Pumpmechanismus 6 und der Fingermanschette 10 ausgebildet. 
Das NasenstOck 16 ist vorzugswelse in zwel Abschnitte 18 und 20 unterteilt, wobei 
der in Richtung der Fingenmanschette 10 gelegene Abschnitt 18 einen grSBeren 
Durchmesser aufweist als der benachbart zur Austrittsdffhung 14 gelegene 

25 Abschnitt 20 des NasenstOcks 16. Der Obergangsbereich zwischen den beiden 
Abschnitten 16 und 20 bildet einen Anschlag 22 fOr eine - gemaB einer bevorzugten 
AusfOhrungsfbrtn der vorliegenden Erfindung - am Abschnitt 20 des NasenstOcks 
16 befestigbare Manschette 24 zur AbstOtzung an der Oberiippe eines Benutzeis. 

30 Der zur Austrittsdffhung 14 benachbart gelegene Abschnitt 20 des NasenstOcks 16 
ist vcrzugsweise im wesentlichen zylindrisch ausgebildet und weist einen 
Durchmesser djovon maximal 5 mm, bevorzugt etwa zwischen 2 und 4 mm auf. Die 
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L3nge I20 des vorderen Abschnitts 20 des NasenstOcks 16 betrdgt beispielsweise 
mindestens 5 mm, bevorzugt mindestens 10 mm und besonders bevorzugt 10 bis 
20 mm. Die Manschette 24 ist Qber den Abschnitt 20 des NasenstOcks 16 
vorzugsweise von der Austrittsoffnung 14 her aufscliiebbar und bevorzugt mittels 
5 einer Verdrehsicherung drehfest auf der Abgabeeinrichtung 2 gehalten. Die 
Verdrelisicherung kann beispielsweise in Form eines Polygonprofils, z.B. mit 
ellipfischem Querschnitt, am vorderen Abschnitt 20 des NasenstOcks 16 und einer 
entsprechenden Aussparung 26 in der Manschette 24 realisiert sein. 

10 Entsprechend einer andeien Ausfuhrungsform der erfindungsgemaOen 
.Abgabeeinrichtung 2 kann der in die Nase eines Patienten ragende Abschnitt des 
Sprayapplikators auch an der Manschette 24 ausgebiidet sein. Eine derartige 
AusfOhrungsform ist in Figur 7b beisplelhafl dargestellt. Wie in Figur 7b gezeigt, ist 
an der Manschette 24 ein im wesentlichen rohrfdnniger Absatz 28 ausgebiidet. der 

15 auf den zur Austrittsdffnung 14 benachbart gelegenen Abschnitt 20 des 
NasenstOcks 16 aufsetzbar ist Die Abmessungen des rohrfdmnigen Abschnitts 28 
entsprechen in diesem Fall bevorzugt im wesentlichen den Abmessungen (djo und 
I20) der vorstehend beschriebenen AusfQhmngsform. 

20 Der Abschnitt 18 des NasenstOcks 16 weist vorzugsweise eine Unge l^ von 
mindestens 10 mm und bevorzugt etwa 20 mm auf. Die Abmessungen der beiden 
Abschnitte 18 und 20 werden vorzugsweise so gewShlt, da& die Distanz zwischen 
der dorsalen Fingeroberfldche eines Benutzers und der Sprayspttze bzw. 
Austrittsdffnung 14 mindestens 2 cm. vorteilhafter«veise jedoch 2.5 bis 3 cm betrdgt 

25 Dies ist insbesondere dann gewdhrleistet. wenn die Distanz zwischen der 
Manschette 24 bis zur Sprayspitze 14 mindestens 3 cm oder vorteilhaftenveise 4 
bis 5 cm betragL 

Durch die erfindungsgemSQe Abgabeeinrichtung 2 mit diesen Abmessungen kann 
30 die pharmazeutisch wiritsame Substanz wesentlich zielgenauer in die 
Nasenhaupthdie bzw. in das innere Nasenloch gesprOht werden. so da& eine 
erheblich hShere Wiricsamkeit als mrt bekannten Systemen erzielbar ist. 
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Die erfindungsgema&e Abgabeeinrichtung 2 ist vorteilhafteiweise mit der 
Manschette 24 versehen, so datt zusatzlich zu den gQnstlgeren Abmessungen ein 
optlmaler SprQhwinkel a einstellbar ist. Die Manschette 24 ist jedoch aucti 
5 unabhangig von dem vorstehend beschriebenen Sprayappliktator 2 an 
herkdmmlichen Abgabeeinrichtungen vorsehbar, so daB auch mit diesen 
herkdmmilchen Sprayapplikatoren aufgrund des genau einstellbaren SprOhwinkeis 
a eine erhebiich verbesserte WirksamkeH erzielt warden kann. 

10 Die erfindungsgemSBe Abgabeeinrichtung 2 kann folglich entweder durch die V\teihl 
der Abmessungen des NasenstQcks 16 oder durch eine geeignete Manschette 24 
zur Einstellung eines optimalen SprOhwinkeis a die verbesserte Wirksamkeit 
erzielen. Bevorzugt ist jedoch eine Kombination der neuartigen Abgabeeinrichtung 
2 mit den vorstehend beschriebenen Abmessungen und der Manschette 24 zur 

15 Einstellung eines optimalen SprQhwinkels a um bestmSgliche Behandlungs- 
ei^ebnisse zu erzielen. 

Die Manschette 24 wird wie bereits vorstehend kurz erlautert mit dem rohrformigen 
Abschnitt 28 Ober den Abschnitt 20 des NasenstQcks 16 geschoben. Im montierten 

20 Zustand ist die Manschette 24 vorzugsweise drehfest mit der Abgabeeinrichtung 2 
verbunden. Beispielswelse kann die Verdrehsicherung durch ein an zumindest einer 
Seite abgeflachtes Kreisprofil am Nasensttick 16 sein, mit dem die Manschette 24 
mitteis einer entsprechend gefomiten Offnung drehfest montierbar ist Die 
Manschette 24 weist einen AbstOtzabschnitt 30 auf. der an der Oberlippe eines 

25 Benutzers aniegbar ist, um zusammen mit dem in das Nasenloch eines Patienten 
weisenden Abschnitt 20 des NasenstQcks 16 den SprQhwinkel a definiert 
festzulegen. Der optimal SprQhwinkel a llegt vorzugsweise zwischen 50° und 70 

Der Absttltzabschnitt 30 der Manschette 24 ist vorzugsweise korrespondlerend zur 
30 Fomi der Oberlippe leicht gebogen, um eine optimale Aniage- und AbstOtzflSche 
bereitzustellen. Die Manschette 24 kann aus jedem geeigneten Material hergestellt 
sein, bevorzugt sind jedoch spritzgieBbare Kunststoffmaterialien, 
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Zur Bewertung der Wirksamkeit wurden verschiedene Abgabeeinrichtungen 
getestet. Dazu wurde1% Methylenbiaulosung in fQnf verschiedene Typen von 
nasalen Appllkatoren eingefullt: 
5 (a) Ein Sprayapplikator gemali dieser Erfindung mit Richtmanschette, weiche die 
Richtung des SpraystoSes fixiert; 

(b) ein Sprayapplikator gemSQ dieser Erfindung ohne Richtmanschette; 

(c) ein herkOmmlicher kommerzieller Sprayapplikator ohne schmales NasenstQck 
von 2 cm Lange und 4 mm Durchmesser mit einem SprQhwinkei von 50"*; 

10 (d) ein Sprayapplikator gema& dieser Erfindung, jedoch mit einem SprQhwinkei von 
50'; und schlieBlich 

(e) ein Sprayapplikator gemSS dieser Erfindung, jedoch mit Fingennanschetten, die 
iedigiich 3 cm vom Spruhkopf entfemt waren. 

15 S3mtliche Sprayapplikatoren waren sog. Bidosis-Applikatoren. Jeder 
Sprayapplikator wurde von je 5 Versuchspersonen unter arztlicher AuiFsicht 
ausprobiert. Die Versuchspersonen sprayten je eine Dosis Methylenblauldsung in 
das etgene rechte und linke Nasenloch. Mittels Nasenendoskopie wurden die 
Mukosa-Turbinalien ausgeleuchtet und photographisch festgehalten. Die Intensit^t 

20 der BlaufSrbung sowie die blau gefSrbte Flache auf den Turbinalien wurden mittels 
einer Skala von 1-4 ausgewertet. Die Auswertung ergab foigendes Resultat 
(geometrisches Mittel): 

Gruppe (a): 19 Punkte, Gruppe (b): 16 Punkte, Gruppe (c): 7 Punkte. Gruppe (d): 9 
25 Punkte. Gruppe (e): 12 Punkte. 

Nur in der Gruppe (a) wurde die Sprayflussigkeit fast ausschlie&lich auf die 
Nasenschleimhaut appliziert. Auch in der Gruppe (b) wurde ein gro&er Teil des 
Sprayinhaltes auf die Schleimhaut gesprayt In den Qbrigen Gruppen wurde ein 
30 wichtiger Anteil des Sprayinhaltes in den Nasenvorhof gesprayt. Dort kann die zu 
applizierende SprayflQssigkeit keine Wiricsamkeit ausuben. 
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BEISPiELT 

Ve^leich der klinischen Wirksamkeit von intranasaien virosomaten 
Infiuenzavakzinen mit und ohne HLT; angewendet in einem neuen Sprayger3t, das 
in der vorliegenden Erfindung beschrieben ist, in menschlichen Freiwilligen 
5 vergiichen mit einer parenteraien kommerziellen Infiuenzavakzine 

Die ofFene randomisierte kiinische Studie wurden in vdlliger Obereinstimmung mit 
den Prinzipien der Erkiarung von Helsinki und mit den drtiichen Gesetzen und 
Richtlinien bezuglich klinischer Studien durchgefuhrt Nach der Genehmigung des 

10 Protokolis durch das Ethikkomittee des Kantons Luzem und der Bekanntgabe an 
.die Schweizer BundesgesundheitsbehOrde gaben 80 gesunde Freiwiilige (18-64 
Jahre alt) ihre schriftliche infomiierte Einwilligung zur Teilnahme. Freiwiilige wurden 
ausgeschlossen, wenn sie Anzeicheh fur eine akute Oder chronische Erkrankung 
zum Zeitpunkt der Immunisierung aufwiesen oder wenn eine gleichzeitige 

15 Behandlung mit immunsuppressiven Arzneimittein oder eine bekannte 
Immunschwache voriagen. 



Die intranasaien Vakzinformulierungen wurden an jede von drei Gruppen mit 20 
Freiwilligen verabreicht (Tabelle 1). Die Gmppen A und B erhielten 2 Dosen der 

20 Formulierung A bzw. B in jedes Nasenloch am Tag 1 und 2 Dosen eine Woche 
spater. Die Gruppe C erhieit zwei Dosen doppeltkonzentrierter Formulierung A am 
Tag 1. Die Gruppe D wurde intramuskuiar im Deitoidbereich mit der parenteraien 
Fonnulterung geimpfl. Biut- und Speichelproben (Omnisal®, GB) wurden 
unmittelbar vor der ersten Vakzination und einen Monat nach der ersten 

25 Immunisierung (Tag 29±2) abgenommen. Aufgrund eines technischen Problems 
konnten nur die Speichelproben der ersten 47 Personen bewertet werden. Die 
BOrstenzytologie der Nasenhdhle wurde vor der Immunisierung und an den Tagen 
4, 8 und 1 Monat nach der Erstimmunisierung durchgefuhrt. 



30 FQr die Anaiysen wurden die Blutproben und Speichelproben kodiert. 
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Die Serumimmunantwort auf die HA-Vakzinkomponente wurde durch einen 
Standardtest unter Verwendung von vier Hamagglutinineinheiten der 
entsprechenden Antigene bestimmt. Die Seren wurden vor dem Test 30 Minuten 
bei 56°C behandelt Die Titer sind als rezlproker Wert der hochsten VerdQnnung 
des Serums ausgedrOckt, die die Hamagglutination vollstSndig verhinderte. Ein Titer 
von ^ 1 :40 wurde als schQtzend angesehen. 

Gesamt- und Influenzaspezlfische IgA-AntikSrper wurden mitlels bekannter ELISA- 
Verfahren bestimmt (Tamura SI. Ito Y. Asanuma H et al.. Cross-protection against 
influenza virus infection afforded by trivalent Inactivated vaccines inoculated 
Intranasally with cholera toxin B subunit J. Immunol. 149 (1992) 981-987). Die 
virusspezifischen IgA-Werte wurden als ELISA-Elnheiten von spezifischen IgA pro 
pg Gesamt-lgA-Konzentration ausgedrOckt. 

Die Nasenepithelzellen wuiden ausschlieBlich von den Maxlllo-Turblnaten balder 
Nasenhfihlen in jeder Person mit dem gleichen Typ einer klelnen NylonbQrste 
gesammelt. die bel zytopathologischen Untersuchungen wahrend der 
Bronchoskopie eingesetzt wird (Glilck U. Gebbers J-0. Nasal cytopathology in 
smokers: a possible biomarker of alr-pollution? Am. J. Rhinol. 10 (1996) 55-57). Die 
Probennahme wurde durch den gleichen Untersucher (U. G.) unter rhinoskopischer 
Kontrolle mit einer rotierenden und translatlonalen Bewegung entlang der unteren 
Turbinatanheftung durchgefQhrt. Die Zellen wurden auf einen Glasobjekttrager 
Qberfuhrt und sofort in einer L6sung von 200 ml Ethanol + 100 ml Aceton + 6 
Tropfen TrichloresslgsSure fixlert 

Die Papanicolaou-gefarbten Objekttrager wurden durch Pathologen untersucht, die 
am Instltut fflr Pathologle in Cytopathologle, Kantonshospital Luzem. ausgebildet 
warden und nicht Qber den Vakzlnationszustand informlert waren. 

Die durchschnittlichen Zellzahlen von Flimmerzellen. Becharzellen. Lymphozyten. 
Centroblasten. Neutrophilen, Eosinophilen und Schuppenepithelzellen wurden In 25 
reprasentatlven Bereichen pro Objektrflger bei 100x bestimmt. 
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Die Sign'rfikanz zwischen den Grundlinlen- und Postlmmunlsierungstitem wurde 
durch den Paired-T-Test bestimmt. Unterschiede In der FShigkeit der 4 
Vakzinationen, Anti-HA-Schutzantik8rper in der Studiengruppe hervorzurufen. 
5 wurden durch bestimmt. 

Aile wahrend der kiinischen Studie beobachteten nachteiiigen Ereignlsse mu&ten 
aufgezelchnet werden. Ein nachteiiiges Ereignis war definlert als eine nachteilige 
Anderung vom Gmndlinien- (Vorvakzinations-) Zustand der Personen. ungeachtet 
10 dessen, ob das Ereignis als mit der Vakzination in Zusammenhang stehend 
-betrachtet wird oder nicht. Nachteilige Ereignisse (lokale Oder systemische 
Reaktion). die nach der Immunisiemng auftraten, wurden durch den Kliniker auf 
einem speziellen Berichtsformular fQr nachteilige Ere^nisse aufgezelchnet. Die 
Grundlinlenrate der nachteiiigen Ereignisse wurde vor der Immunisiemng bestimmt. 

15 

80 Personen mit einem durchschnittlichen Alter von 40 Jahren und mIt 
vergleichbarem sozialen Status wurden fQr die Studie rekrutiert. 27,5% der 
Teilnehmer waren weiblich. Aile 3 nasalen Vakzinationszubereitungen sowie die 
parenteralen Vakzlne wunden gut vertragen. Anamnetisch gab es keine 
20 signlfikanten Unterschiede zwischen den 3 Nasenvakzinstoff-Gruppen, und alte 3 
Formullerungen wurden gut vertragen. In einzelnen FSIIen wurden die 
nachstehenden moglichen begleitenden Reaktlonen berichtet Fieber. MQdigkeit 
Obelkeit, Rhinitis, verstopfte Nase und Rhinopharyngitis. Auch die parenterals 
virosomale Vakzine wurde au&erst gut vertragen. 

25 

Die serologlsche Immunantwort ist in der Tabelle 2 gezeigt. Signifikante Anstiege im 
Titer wurden In der Gruppe A (2 nasale Vakzinationen In 7 Tagen Abstand), Gruppe 
C (1 nasale Vakzination. doppelt doslert) sowIe In Gruppe D (parenterale 
Vakzination gegen aile 3 VirusstSmme) gemessen. Die hdchsten geometrischen 
30 M'rttel der Antikfirpertiter (GMT) wurden in den Gruppen A und D gefunden. Die 
Gruppe D hatte signifikant die hochsten GMT-Werte gegen den HINI-Stamm 
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(p<0.05). Im Fall des H3N2-Stamms gab es kelne signifikanten Unterschlede 
zwischen den Gruppen A und D. 

Diese Gruppen reagierten signifikant besser als die Gruppen B und C. Beim B- 
5 Stamm gab es keine signifikanten Unterschiede in den Gmppen A. C und D. Diese 
zelgten jedoch signifikant hOhere Titer ais Gmppe B. Die Serumkonversionsraten 
waren am hdchsten In den Gruppen A und D. Gewdhnlich waren sie signifikant 
haher als die Raten in den Gruppen B und C und erfQItten fQr alle 3 StSmme die 
serologischen Anforderungen an parenterale Influenzavakzlne gemSB der 
10 Europaischen Gemeinschaft (Kommission der Europaischen Gemeinschaft, 
Richtlinien fQr Medizinprodukte in der Europaischen Gemeinschaft Hamnonisierung 
der Anforderungen an Influenzavakzlne. (1992) S. 93-98. Luxemburg: European 
Community Publication Office). 

15 Die humorale mukosale Immunantwort (Speichel) ist in der Tabelle 3 gezeigt Die 
hochsten Anstiege im IgA-Titer vwjrden in Gruppe A gemessen. Diese waren 
signifikant besser als in den anderen Gruppen. Unter Berucksichtigung des 
Gesamt-lgA waren die GMT in Gruppe A ebenfalls am hochsten. Die 
Mukokonverslonsrate (vierfacher Anstleg im IgA-Titer) war wiederum deuUich am 

20 hochsten in Gruppe A. Im Falle der IntramuskulSren Vakzination gab es nur sehr 
schwache Mukokonversionsraten. 

Die BQrstenzytologie der Nasenschleimhaut wurde in den Gmppen A, B und C 
durchgefOhrt Die Ergebnisse sind in Figur 5 zusammengefaBt. Wir bestimmten die 

25 Zellzahl des Nasenschleimhautepithels (Flimmer- und Nicht-Flimmer-Saulenzellen, 
Becherzellen und Schuppeneplthelzellen) und der Zellen der Myelo/Mono- und 
Lymphopoese (Lymphozyten, Eosinophlle. Neutrophile und Centroblasten). In 
Gmppe A konnte eine deutllche Becheizellhyperplasie am 4. und 8. Tag nach der 
ersten Vakzination nachgewiesen werden. AuSerdem beobachteten wir einen 

30 starken Anstieg an Lymphozyten und Centroblasten an den glelchen Tagen. 
Zusatzllch wurden ein Anstieg an Eosinophilen und Neutrophilen am 8. Tag nach 
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der anfanglichen Vakzination beobachtet Die Anzahl der SSulenzellen biieb 
unverandert. 

In Gaippe B gab es nur einen leichten Anstieg an Lymphozyten. neutrophilen und 
5 eosinophilen Granulozyten. Es gab kein Anzeichen fur aktivierte Lymphozyten in 
dieser Gruppe. 

In Gruppe C wurde eine sogar noch starkere Becherzellhyperplasie festgestellt als 
in Gruppe A. AuKerdem waren die eosinophilen und neutrophilen Granulozyten in 
10 dieser Gruppe am stSricsten an den Tagen 4 und 8 angestiegen. Der Anstieg an 
Lymphoblasten war in dieser Gaippe schwacher ais in Gruppe A.p^ <0,05. Einen 
Monat nach der ersten Vakzination war der vorherige Zustand der 
Zeltzusammensetzung in alien Gmppen wiederhergestellt. 

15 Fig. 5 betrifft die Nasenzytologie: Quantifizierung der verschiedenen 
Zellpopulationen, die durch Nasenabstrichtechnik von den Individuen (20 jeder 
Gruppe) bis zu 29 Tage nach drei verschiedenen Arten der intranasalen 
Vakzination erhatten wurden. Man beachte den deutiichen Anstieg der 
Centroblasten als Anzeichen einer lokalen Immunantwort in Gruppe A im 

20 Gegensatz zum signifikant geringeren Anstieg in den Gruppen B und C (p<0,005). 

BEISPIEL8 

Vergleich der klinischen Wirksamkeit von intranasalen virosomalen 
Influenzavakzinen mit HLT oder PCG in menschlichen Freiwilligen. verabreicht in 
25 einem neuen Sprayger^t, das in der vorliegenden Erfindung beschrieben ist 

Die Immunantwort und Tolerierbarkeit von zwei Anti-lnfluenzasprayvakzinen 
wurden in einer Doppelblindstudie untersucht, die mit insgesamt 158 gesunden 
Schweizer Freiwilligen im Alter von 18 bis 67 Jahren durchgefuhrt wurde. 

30 

Eine trivalente virosomale Infiuenzavakzine (gereinigtes HA, formuiiert mit 
Phosphatidylcholin) wurde mit Heat Labile Toxin (HLT) von E. coli in einem Fomiat 



wo 00/27430 PCT/EP99/08557 

-26. 

kombiniert, das sich zur intranasalen Verabreichung eignet. Eine menschliche Dosis 
enthielt 7,5 MO HA von jedem Influenzastamm und 2 pg HLT. Eine Dosis wurde in 
jedes Nasenloch an den Tageh 1 und 8 an Gruppen von Indivtduen Im Alter von 18- 
59 Oder >60 Jahren verabreicht Serumproben wurden etwa 4 Wochen nach der 
Immunislerung entnommen. Reaktionen waren selten und schwach. Die 
Prozentsatze der Personen (Envachsene bzw. Altere), die schOtzende Serum-Anti- 
HA-Antikorpertiter erreichten (>40) waren wie nachstehend: A/Bayem (92%. 91%). 
A/Wuhan (92%. 78%) und B/Beijing (59%. 50%). Die GMT nach der Immunisierung 
und die Vielfachen des Anstiegs der Gl^ waren zwischen den zwei AKensgruppen 
vergleichbar. Der Prozentsatz der Personen (Envachsene bzw. Altere), die nicht- 
schOtzende Grundfinientiter besaBen, aber nach der Immunisierung schOtzende 
Spiegel en-eichten, war wie nachstehend: A/Bayem (79%, 85%), A/Wuhan (86%, 
56%) und B/Beijing (48%, 41%). 

Eine zweite mukosale Vakzinzubereitung enthielt 7,5 pg HA und 12 pg 
Procholeragenoid (PCG). Diese Zubereitung wurde ebenfalls gut vertragen und 
envies sich als etwas weniger tmmunogen als die HLT-Zubereltung. Der 
Prozentsatz der Personen, die schOtzende Serum-Anti-HA-Antikorpertiter 
enreichten, war wie nachstehend: A/Bayem 94,2%, A/Wuhan 80,8% und B/Beijing 
36.5%. Die Serokonversionsraten alter Gruppen sind in Tabelle 4 gezeigt. 

Diese Ergebnisse zeigen, dafi die auf intranasalem Weg verabreichte virosomale 
Influenzavakzine sicher und sehr immunogen bei envachsenen Personen. 
einschiie&lich Alteren. ist. 

BEISPIEL 9 

Mukosale Immunantwort in Mausen nach intranasaler /^wendung einer 
virosomalen Influenzavakzine mit HLT. mit PCG Oder ohne zusatzliches mukosales 

Adjuvans 

Gruppen von 10 envachsenen weiblichen Balb/c*Mausen wurden intranasal mit 30 
pi entweder der im Beispiel (1) beschriebenen Influenzavakzine Oder der im Beispiel 
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(2) beschriebenen Influenzavakzine geimpft. Eine Kontrollgruppe von 10 Mausen 
erhielt eine virosomale Vakzinzubereitung ohne zusStzHches Adjuvans, aber mit der 
gleichen Virosomenzusammensetzung. Eine Haifle jeder Gruppe erhielt eine zweite 
intranasale Dosis eine Woche spater. Nasenwaschen (NW) und 
5 BronchoalveolarspQIungen (BAL) wurden 3 Wochen spater durchgefOlirt. Tabelle 5 
zu Bsp. 9. Die Bestimmung des spezifischen IgA wurde durch ein bekanntes 
ELISA-Verfahren durchgefQhrt. Die Ergebnisse (GMT) sind in der Tabelle 6 
zusammengefa&t 

10 Die hSchsten GMT fOr alle drei Vakzinstamme (A/Johannesburg, A/Nahching, 
B/Harbln) konnten in der Gruppe nachgewiesen werden, die zweimal mit der 
Vakzine gemaS Beispiel (1) geimpft worden war. Diese Gruppe reagierte soger mit 
den hSchsten IgA-SpiegeIn in BAL. nachdem sie nur einmal geimpft worden war. 

16 Eine zufriedenstellende IgA-Antwort wurde auch in der Gruppe von Mausen 
erhalten. die zweimal intranasal mit der Zubereitung von Beispiel (2) geimpft 
worden war. Die Kontrollgruppe, auf die die Virosomenzubereitung ohne 
zusatzliches mukosales Adjuvans angewendet worden war, zelgte nur eine sehr 
schwache mukosale Immunantwoit. 

20 

Die Ergebnisse zeigen, daB in Mausen eine intranasal verabreichte virosomale 
Influenzavakzine, die ein mukosales Adjuvans enthait, eine hohe mukosale 
Antikerperantwort induzieren konnte. 



VORKLINISCHE STUDIE DER VIROSOMALEN INFLUENZAVAKZINE 
IN MAUSEN: INTRANASALE ANWENDUNG 
(Tabelle 5 zu Bsp. 9) 





Gruppe 1 


Gruppe 2 


Gruppe 3 


Gruppe 4 


Gnippe 5 


Gruppe 6 


TagO 


Infl.- 
Viros.+ 
HLT i. n. 


Infl.- 
Viros.+ 
HLT i. n. 


Infl.- 
Viros.+ 
PCG i. n. 


Infl.- 
Viros.+ 
PCG i. n. 


Influenza- 
Virosomen 


Influenza- 
Virosomen 


Tag? 


Infl.- 
Viros.+ 
HLT i. n. 




Infl.- 
Viros.+ 
PCG i. n. 




Infl.-Virus 
i. n. 




Tag 28 


NW&BAL 


NW & BAL 


NW&BAL 


NW&BAL 


NW&BAL 


NW&BAL 
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IgA-lnfiuenza-Antikdrper in MSusen 

GMT der reziproken Titer (ELISA) 
(Tabelle 6 zu Bsp. 9) 



Gruppen 


H1N1 


H1N1 


H3N2 


H3N2 


B 


B 


NW 


BAL 


NW 


BAL 


NW 


BAL 


1 


320 


12800 


380 


3200 


320 


9220 


2 


neg. 


140 


Neg. 


24 


neg. 


1540 


3 


160 


760 


470 


760 


220 


770 


4 


neg. 


neg. 


Neg. 


neg. 


10 


neg. 


5 


4 


neg. 


Neg. 


neg. 


4 


neg. 


6 


neg. 


neg. 


Neg. 


neg. 


neg. 


neg. 



5 

Beispiel 10 

Klinische Bewertung einer mukosalen Hepatib's-B- (HBs-) Vakzine 



Die Vakzine wurde gemaB Beispiel 4 hergestellt und In einem Nasenspray- 
10 Applikator gemaB Beispiel 5 abgefQIIt. Das Produkt wurde in 10 Freiwilligen 
getestet: Je 100 \i\ in jedes Nasenloch wurden an Tag 1 appliziert und eine Woche 
spSter wiederholt Blutproben wurden am Tag 1 (vor der Impfung) sowie am Tag 29 
entnommen. Die Anti-HBs-Antikorper wurden mittels RIA (Abbott) bestimmt. Das 
geometrische Mittel des Titers vor der Impfung war 7 lU/ml und am Tag 29 159 
15 lU/ml. 

BEISPIEL 11 

Mukosale Immunantwort von MSusen nach intranasaler Anwendung eines DNA- 
20 Plasmlds, das fQr das HN-Antigen von Mumpsvirus kodiert, eingebracht In 

Influenzavlrosomen. die 10% katlonische Phospholipkle enthalten, und gemischt 

mitHLT(5pg/ml) 

Wir immunisierten Gruppen von Mausen intranasal mit a) nackter DNA, die fur das 
25 HN-Antlgen des Mumpsvirus kodierte (Gmppe C) oder b) in Virosomen 
eingeschlossener DNA nach Vorimmunlslemng mit Virosomen (Gruppe A) oder c) 
ohne Vorimmunisierung (Gmppe B). Eine Kontrollgruppe (H) wurde i. n. mit 
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lebendem Urabe-Mumpsvirus (Priorix, SKB Rixensart) immunisiert Wie in Tabelle 7 
gezeigt ist, war das geometrische Mittel des Titers (GMT) der IgG in der Gruppe 
von Mausen, die die Praimmunisieaing erhalten hatten (A), hoher als der in den 
Gruppen B und C der MSuse beschriebene (Lovell GH: Proteosomes. hydrophobic 

5 anchors, isconrjs and liposomes for improved presentation of peptide and protein 
vaccines. In: New Generation Vaccines (1990) (G. C. Woodrow und M. M. Levine. 
Hrsg.) Deidcer. New York. S. 141-168; Cusi MG und GlOck R: Intranasal 
Immunization of mice with mumps DNA entrapped into influenza virosomes. IBC's 
4th Annual Conference on Genetic Vaccines, 25.-27. Okt. 1998. Washington D.C.). 

10 Die Gruppe von Mausen, die i. n. mit nackter DNA immunisiert worden war, 
entwickelte einen sehr niedrigen IgG-Spiegel, wogegen die i. n. mit dem 
Mumpsvlrus Immunisierten Mause (Gruppe H) eine gute IgG-Antwort zeigten. Bei 
der Analyse der mukosalen Immunitat fanden wir, daB alle Gruppen von Mausen. 
au&er den mit nackter DNA immunisierten, IgA entwickelten. Nur in den 

15 NasenwSschen (NVV) der I. n. mit dem Mumpsvlrus immunisierten Mause konnten 
wir einen erhohten Titer an IgA nachweisen (Gruppe H). 

Cytokinmessungen wurden unter Venwendung von primaren Milzzellen aus 
Mausemilzen durchgefQhrt, die zw6lf Tage nach der Immunisierung entnommen 

20 wurden. Die Tabelle 8 faBt reprasentative Messungen zusammen, die aus zwei 
getrennten Experimenten ertialten wurden. Mit Mumpsvirusantigen stimulierte 
Zellen aus MSusen, die zuvor (I. n.) mit DNA-Vlrosomen gelmpft worden waren, 
Induzlerten die Produktion von IL-2 und IFN^. AuBerdem Induzierten mit Grippe 
infizierte Mause die Produktion von IL-4. Aus den mit Mumpsvlrus immunisierten 

25 Tieren entnommene Zellen produzierten IFN-y. IL-2. IL-4 und lL-10 nach in-vitro- 
Stimulation mit Mumpsantigen. Die Immunisierung m'rt DNA-Virosomen wie die 
KontrolHmmunlsierung mit den gereinlgten Mumpsantigenen korrelierten m'rt dem 
Th1-Phanotyp. AuBerdem dominlerte, berQcksichtlgt man das Verhaitnis zwischen 
dem IgG-Gesamtsplegel und dem virusspezifischen lgG1 oder lgG2a, die Menge 

30 an lgG2a-lsotyp In der Gruppe A, was eine Th2-Antwort anzeigt. 
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Tabelle 7: Das geometrische Mittel der Trter (GMT) von humoralen IgG, IgA in der 
BronchoalveolarspOlung (BAL) und IgA in der Nasenwasche bei Mausen 





IgG 


BAL IgA 


NW IgA 


Gruppe A 


356 


8 


10 


Gruppe B 


15 


11 


10 


Gruppe C 


12 


2 


2 


Gruppe H 


1585 


2 


20 



Tabelle 8: Repr§sentationsmessungen der Cytokinproduktion in IVIgusen, erhaiten 
aus zwei getrennten Experimenten 



Gruppe 


IL-2 


IFN-y 


IL-4 


IL-10 


A 


300 


300 


150 


0 


B 


150 


625 


0 


0 


C 


300 


100 


0 


0 


D 


600 


100 


150 


600 



BEISPIEL 12 

Behandiung von verstopfter Nase bei Freiwilligen mittels Influenzavirosomen 
mit und ohne HLT in einem neuen Sprayappliicator 



In einer Wlnlk wur<Jen 30 Freiwillige mit Erkaitungssymptomen und akut verstopfter 
Nase ausgewahlt. Bei samtlichen Freiwilligen wurde die Atmungsintensitat durch 
jedes einzelne Nasenloch rhinomanometrisch (in Pascal) gemessen. Anschlie&end 
wurden sie randomisiert und in 3 Gruppen zu 10 eingeteilt. Gruppe A erhielt eine 
Dosis Impfstoff (100 pi in jedes Nasenloch) gemaB Beispiei (1), Gruppe B erhielt die 
gleiche Dosis, Jedoch ohne das mukosale Adjuvans HLT, Gruppe C erhielt je 100 \i\ 
0,9% NaCI (physiologlsche KochsalzlSsung) in jedes Nasenloch. Die Luftstrfime 
wurden 15 min, 30 min, I Stunde sowie 2 Stunden spSter gemessen. 

Die Messdaten sind in Tabelle 9 zusammengefaBt. Sowohl In Gruppe A und B 
waren die Werte signifil<ant besser ais in Gruppe C. In beiden Gruppen konnte eine 
deutliche Besserung der Atemfunktlonen festgestellt werden. 
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Tabelle 9: Rhinomanometrische geometrische Mittelwerte bei Freiwilligen vor und 



nach Spray-B 


ehandlung 


Gruppe 


0 min 


Atmun 
15 min 


jsintensitdt in 
30 min 


Pascal 
60 min 


120 min 


A 


490 


693 


712 


681 


521 


B 


497 


687 


705 


672 


538 


C 


488 


497 


513 


521 


501 



BEISPIEL 13 

Behandlung von Mukosaidsionen in FreiwilGgen mittels infuenzavirosomen und HLT 



Freiwiliige wurden intranasal geimpft, wie im Bsp. (7) beschrleben. Wie hier 
beschrieben. wurden die durchschnittlichen Becherzeilen 3, 7 und 28 Tage nach 

10 der intranasalen Vakzination bestimmt. Wir konnten Epithelveranderungen mit 
Becheizellhyperplasie in cytologischen Abstrichen bestimmen (GIQck U, Gebber J- 
O: Nasal cytopathology in smokers: a possible biomarker of air pollution? Am. J. 
Rhinol. 10 (1996) 55-57). Becherzeilen haben eine Sdiutzfunktion fOr die mukdse 
Schicht Einen Monat nach der ersten nasalen Vakzination war der zellulare 

1 5 Zustand der Mukosa signifikant besser verglichen mit dem vorherigen Zustand. 

Diese neue Vakzine kann daher als Therapeutikum zur Behandlung einer 
Nasenschleimhaut im gesch^digten Zustand venwendet werden. 

20 BEISPIEL 14 

Prevention von enterotoxischer £ co/f-Oiarrftoe mittels nasaler Applikation von HLT 

mit und ohne Influenzavirosomen 

Eine Gruppe von Reisenden, die Tunesien besuchten, bestand ags 38 Personen. 
25 Nach der informierten Einwiiiigung stimmten alle der Teilnahme an der Studie zu. 
Nach Randomisierung wurden 19 Freiwiliige zweimal im Abstand von 1 Woche mit 
der Zubereitung gema& Bsp. (1) geimpft, wogegen 19 Personen keinen Impfetoff 
erhielten. 28 Tage nach der ersten intranasalen Impfung wurden Blutproben von 
alien Freiwilligen abgenommen. Die 19 geimpften Personen zeigten hohe IgG- 
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Spiegel im Serum gegen das mukosale Adjuvans (HLT). Die Kontroiigruppe blieb 
AnthHLT-negativ. Bevor sie Tunesien verlie&en, einen Monat spSter, wurde ein 
spezielles Gesundheitsereignisformular an alle Teilnehmer verteilt. Die Gruppe 
kehrte 20 Tage sp^ter aus Tunesien zurOck, und das ausgefQIite 
5 Gesundheitsereignisfomiular wurde auf Diarrhoeerkrankungen ausgewertet. In der 
Gruppe der Geimpften berichteten nur zwei Personen Qber Dian-hoeprobleme, 
wogegen in der nichtgeimpflen Gruppe 9 Personen wShrend des Aufenthalts in 
Tunesien an Diarrhoe litten. Diese Daten zeigen, da& die Vakzlne auch zur 
Verhinderung von Diarrhoe der enterotoxischen E-co/^Erkrankung wirksam ist. 

10 

Beispiel 7: Tabelle 1: Klinisches Protokoll 



Vakzin 

Grupp 
e 


N 

(mSnnlich) 


Mittieres 
Alter in 
Jahren 


Anzahl der 
Vakzination 
en 

(Abstand) 


Anwen- 
dung 


Zusannmen- 
setzung in 

\ig vollstand. 

Vakzination: 
HA pro 
Stamm 


Zusammen- 
setzung in 
pg vollstand. 
Vakzination: 
HLT 


A 


20 (14) 


39.7 


2(1 
Woche) 


intranasal 


15 


2 


B 


20 (14) 


35.5 


2(1 .. 
Woche) 


intranasal 


15 




C 


20 (16) 


43.8 


1 


intranasal 


15 


2 


D 


20 (14) 


41.2 


1 


Intra- 
muskuldr 


15 
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PATENTANSPROCHE 

1 . Vakzlne zur intranasalen Appllkation, bestehend aus: 

(a) influenzaoberflSchenprotelnen. weiche . liposomal formuliert sind 
(Virosomen); 

(b) mukosalem Adjuvans bakteriellen Urspmngs; 

(c) spezifischem Sprayappllkator, der so konstruiert ist, daQ, nahezu 100% 
des Spraystosses vollumfanglich auf die fOr die Wirksamkeit wichtige 
Nasenschleimhaut appliziert werden kann. 

2. Vakzine nach Anspruch 1* wobei das influenzaoberflachenprotein 
Hdmagglutinin HA ist. 

3. Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Influenzaoberfiachenproteine 
Hamagglutinin HA und Neuraminidase MA sind, 

4. Vakzine nach einem der AnsprOche 1 bis 3, weiche weitere Antigene enthilL 

5. Vakzine nach Anspruch 4, wobei die weileren Antigene an der Oberfiache der 
Virosomen gebunden sind. 

6. Vakzine nach einem der AnsprQche 4 und 5, wobei die Antigene Antigene 
pathogener OrganJsmen sind. 

7. Vakzine nach Anspmch 6, wobei der pathogene Organismus ein Vims, ein 
Bakterium, ein Piiz oder ein Parasit ist. 
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8. Vakzine nach Anspruch 7. wobei das Virus, das Bakterium. der Pilz oder der 
Parasit ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus: Hepatitis A-Virus. 
Hepatitis B-Virus. respiratorisches Syncytial-Vlrus (Pneumovirus). 
Parainfluenzavirus, Mumpsvirus, Morbillivirus, HIV, Diphterie-Bakterium 

5 (Corynebaderium diphtheriae). Tetanusbazillus (Clostridium tetani). 

Pneumokokken, Haemophilus influenzae. E. coli, Candida albicans, Candida 
tropicalis, Candkia pseudotropk:alis, Candida parapsilosis. Candida krusei, 
Aspei^illus-Arten, Trichomonas-Arten, Trypanosoma-Arten, Leishmania-Arten, 
Toxoplasma gondii, Plasmodium falcipamm, Plasmodium vivax. Plasmodium 

10 ovale, Plasmodium malariae, Trematoden-Arten und Nematoden-Arten. 

9. Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 8, das ein Influenzavakzine ist. 

10. Vakzine nach einem der AnsprOche 1 bis 9, welche zur PrSvention und/oder 
15 Behandlung allgemelner Infektionen/lnfektionskrankheiten angewandt werden 

kann. 

11. Vakzine nach einem der Anspruche 1 bis 10 zur Pravention und/oder 
Behandlung von Influenzaerkrankungen. 

20 

12. Vakzine nach Anspmch 10 oder 11 zur Pravention und/oder Behandlung von 
verstopfter Nase. 

13. Vakzine nach einem der AnsprOche 10. 11 oder 12 zur Behandlung von 
25 Verletzungen von NasenschleimhSuten. 

14. Vakzine nach einem der AnsprOche 1 bis 13, v/obei der HSmagglutinin-Gehalt 
pro Dos'is (100 pi) zwischen 1 - 30 pg. mit Vorteil zwischen 3 - 10 pg und am 
besten bei 3.75 pg liegt 

30 

15. Vakzine nach einem der AnsprOche 2 bis 14, wobei das Verhaltnis 
Liposomen-Phospholipid zu HA zwischen 1:10 und 20:1 liegt. 
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16. Vakzine nach Anspruch 15. wobei das Verh§ltnis Liposomen-Phospholipid zu 
HAzwIschen 1:1 bis 10:1 llegt 

17. Vakzine nach einem der Ansprilche 15 und/oder 16 wobel das Verhaltnis bei 
3:1 liegL 

18. Vakzine nach einem der Ansprilche 15 bis 17, wobei das Phospholipid der 
Liposomen ausgewahtt ist aus der Gmppe von neutralen, kationischen und 
anionischen Phospholipiden 

19. Vakzine nach einem der Ansprilche 1 bis 18, wobei das mukosafe Adjuvans 
ein aktives Toxin, ein inaktives Toxin und/oder ein nicht-toxisches Derivat 
hiervon ist 

20. Vakzine nach Anspruch 19. wobei das Toxin und/oder das nicht-toxische 
Derivat hiervon Heat Labile Toxin (HLT). Choleratoxin (CT) und/oder 
Procholeragenoid (PCG) ist 

21. Vakzine nach einem der Ansprilche 1 bis 20. welche Heat Labile Toxin (HLT) 
und/oder Choleratoxin (CT) in einem Verhaltnis enthalt, das zwischen 1:2 bis 
20:1 , besser zwischen 1 :1 und 1 :1 0 und am besten bei 7,5:1 liegt 

22. Vakzine nach einem der /^sprilche 19 und 20. wetehe das hitzeinaktivierte 
Procholeragenoid (PCG), durch Rekombinantentechnologie InakBve HLT 
und/oder Choleratoxin (CT) als mukosales Adjuvans enthSlt welches im 
Verhaltnis H/\:PCG (und/oder rHLT, und/oder rCT) zwischen 3:1 bis 1:20 liegt 

23. Vakzine nach Anspruch 22. wobei das Verhaltnis HA:PCG (und/oder rHLT. 
und/oder rCT) zwischen 1:1 und 1:10 liegt 
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24. Vakzine nach Anspruch 23, wobei das Verhaltnis HA:PCG (und/oder rHLT. 
und/oderrCT)1:2ist. 



25. Vakzine nach einem der AnsprQche 1 bis 24, welche weiterhin DNS- und/oder 
5 RNS-plasmide gebunden an und/oder in Virosomen enthSlt. 

26. Vakzine nach einem der AnsprQ^e 1 bis 25. das eine Influenzavakzine ist 

27. Mukales Adjuvans nach einem der AnsprQche 1 bis 26, das Heat Labile Toxin 
10 (HLT). welches aus E.coli mit einem L^ktose-Puffer gemaS Beispiel 2 eluiert 

wird und auf einer Chromatographiesdule mit Lactosyl-Gel (Pharmacia) 
gereinigt wird, isL 

28. Manschette (24) mit einer Verbindungseinrichtung (28) zum Anordnen an 
15 einer Abgabeeinrichtung (2), insbesondere zur sprQhenden Abgabe einer 

pharmazeutisch wirksamen Substanz nach einem der AnsprQche 1 bis 27, und 
einer AbstQtzeinrichtung (30), wobei die Verbindungseinrichtung (28) und die 
Abstutzeinrichtung (30) derart angeordnet sind, daB sie zusammen einen 
optimalen SprQhwinkel (a) fQr die Abgabe der Substanz von der 
20 Abgabeeinrichtung definieren. 

29. Manschette (24) nach Anspruch 28, wobei der SprQhwinkel (a) zwischen 50° 
und 80' zur Horizontalen liegt . 

25 30. Manschette (24) nach Anspmch 28 oder 29, wobei die Verbindungseinrichtung 
(28) ein im wesentlichen zyiindrischer Rohrabschnitt ist. 



30 



Manschette (24) nach Anspmch 30, wobei der Rohrabschnitt (26) zumindest 
Qber einen Teil eines NasenstQdcs (20) der Abgabeeinrichtung (2) schiebbar 
ist 
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32. Manschette (24) nach einem der AnsprQche 28 bis 31. wobei die 
AbstOtzeinriclitung (30) am benutzerseitigen Ende derart gebogen ist, da& sie 
im wesentlichen der Form Bines Au&enabschnitts der Oberlippe eines 
Benutzers entspricht 

33. Manschette (24) nach einem der AnsprQche 28 bis 32, wobei die Manschette 
(24) drehfest an der Abgabeeinrichtung (2) angeordnet werden icann. 

34. Manschette (24) nach Anspnich 33. wobei der Rohrabschnitt (28) und der Teil 
des NasenstQdts (20). Qber den der Rohrabschnitt (28) geschoben werden 
Icann. zumlndest teilweise polygonfemiig ausgebildet sind, urn eine 
Verdrehsicherung auszubilden. 

35. Abgabeeinrichtung (2), insbesondere zur sprQhenden Abgabe einer 
phamiazeutisch wirksamen Substanz nach einem der AnsprQche 1 bis 27. mit 
einer Pumpeinrichtung (6). einer Fingemianschette (10) zur BetStigung der 
Pumpeinrichtung (6). einem AnschluBelemenl (8) zum dichten Verbinden mit 
einem VonBtsbehdIter (4) und einem NasenstQck (16). das einen ersten 
Abschnitt (18) und einen zweiten Abschnitt (20) aufwelst, wobei die beiden 
Abschnitte (18. 20) des Nasenstucks (16) derart dimensioniert sind. daS eine 
SprQhOffnung (14) des NasenstOcks (16) im wesentlichen bis zu 
Nasenhaupthfihie eines Patienten ragt 

36. Abgabeeinrichtung (2) nach Anspnich 35, wobei zumlndest der zweite 
Abschnitt (20) des NasenstOcks (16) im wesenttichen zyiindrischen 
ausgebildet isL 

37. Abgabeeinrichtung (2) nach Anspmch 36. wobei der Durchmesser des 
zweiten Abschnitts (20) zwischen 3 mm und 10 mm liegt, bevorzugt etwa 7 
mm betrSgt 
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38. Abgabeeinrichtung (2) nach einem der AnsprQche 35 bis 37. wobei der zwerte 
Abschnitt (20) des NasenstQcks (16) eine Ldnge zwischen 5 und 50 mm. 
bevorzugt etwa 20 mm aufweist 

39. Abgabeeinrichtung (2) nach einem der AnsprQche 35 bis 38, wobei der erste 
Abschnitt (18) des NasenstQcks (16) eine Unge zwischen 10 und 40 mm, 
bevoizugt etwa 30 mm aufweist 

40. Abgabeeinrichtung (2) nach einem der AnsprQche 35 bis 39, wobei die Distanz 
zwischen der Rngennanschette (10) und der an einer Spitze vorgesehenen 
SprOhOffnung (14) mindestens 30 mm, bevoizugt etwa 45 mm betrdgt 

41. Abgabeeinrichtung (2) nach einem der AnsprQche 35 bis 40 mit einer 
Manschette (24) nach einem der AnsprQche 28 bis 34. 

42. Abgabeeinrichtung (2) nach Anspruch 41, die einteilig beziehungsweise 
einstQckig mit der Manschette (24) ausgebSdet ist. 
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Box 1 Observations where certain claims were found tmsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

Thisintemationalseaichreponhasnotbeenestablishedinrespectofc^^ 17(2)(a)farthefoilowingrea5ons: 

1. I I Claims Nos.: 

^ because they relate to subjea matter not required to be searched 



SI -26 (in part) , 
CkimsNos.: 
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be cairied out, specifically: 

See supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCTyiSA/210 



3. ClaimsNos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6. 4(a). 
Box n Observations where unity of invention is laddng (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authoiity found multiple inventions in this international ai^lication, as foUows: 



See supplemental sheet 



1. |~| As all required additional search fees were timely paid by the applicant^ this international search report covers all 

seaichabledaims. 

2. Q Asdlsearcfaabledaimscouldbesearchedwithomefifotjustifyinganadditio 

of any additicmal fee. 

3. I I Asonly sonie of the required additional search fees were tbitely paid by the appUcant, this i 
' — ' covers only those claims for ^^ch fees vvere paid, specifically dainis Nos.: 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Con5equent^y, this international search repoit is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



□ 



The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Remark on Protest 
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internaiional applicaiioo Ho. 

PCT/EP 99/08557 



The Inteinational Searohing AuAority found that this mternatio^ 
multiple inventions, follows : 

1. Claims Nos. 1-27 

Influenza vaccines, defmed in Claim No. 1 and mucosal adjuvant as defined in Claim No. 27 

2. Claims Nos. 28-42 

Si»ay appUcator asi defined in Claims Nos. 28 and 35. 
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Continuation of box L2 
Claims Nos. 1-26 (in part) 

Patent Claim 1 relates to a vaccine for intranasal administration, containing influenza 
virosonies combined with an adjuvant and a spray applicator. Since one vaccine is defined 
solely by its contents and not by its form of packaging (here : the applicator. vAdch id addition 
is only characterized by a desirable quality i.e. the provision of 100% efficacy), the patent 
claim lacks the clarity required in Article 6 of the PCT: The lack of clarity is such that it is 
impossible to search the entire scope of protection sought in a meaningful manner. The search 
was therefore directed at parts of the patent claims which appear to be clear, i.e. subsidiary 
points a and b of Claim 1 : vaccines for intranasal application consisting of influenza 
virosomes and mucosal adjuvants of a bacterial origin. 

. The 2q)plicant's attention is drawn to the fact that claims,, or parts of claims relating to 
inventions in respect of which no international search report has been established need not be 
the subject of an international prelimmary examination (Rule 66.1(e)PCT). EPO policy, when 
acting as an International Preliminary Examining Authority, is iK>rmally not to carry out a 
preliminary examination on matter which has not been searched Hiis is the case, irrespective 
of whether or not the claims are amended following receipt of the search report (Article 19 
PCT) or during any Chapter 11 procedure whereby the applicant provides new claims. 
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das ganze Dokument 

-/- 



1-26 



m 



Weitere VerOtfenlflchifngen sind der Fonsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



SieheAnhang 



* Besondere Kategonen von angegebenen Verdffentlichungen 
'A* Ver6ftentlichung. die den altgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E' filteres Ookument, das iedoch eist am Oder nach dem Intematkmalen 
Anmekledatum verOftentttchi worden ist 

V Vef0flenillchung,diegeeigneti8l,elnen Priorflfitsanspaich zwtifelhaft er- 
scheinen zu lassen. Oder durch die das Verdttendichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbeitehl genannten Veififfentlnhung belegt werden 
soil Oder die aus ehem anderen besonderen Qnmd angegeben ist (wie ' 

ausgeHihn} 

"O" VerOflentiichung, die sich auf eine mOndOche Offenbanjng, 

eine Benuttung. eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

P* Verdtfentiicmjng, die vor dem Intemationalen Anmeidedatum, aber nach 
dem beanspntthten Piiorititsdaium verolf entlicht worden ist 



T* Sp&tere VerOffentBchung, die nach dem intemationalen Anmetdedatum 
Oder dem Prioritdtsdatum ver6ffentiicht wonjen ist und mit der 
Anmekiung nicht koOidiert sondem nur zum Veistdndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugnjndetiegsndan 
Theorie angegeben ist 

*X* VerOffentlrchung von besonderer Bedeutung; die beanspmchte Erfindung 
Kann aliein aufgnind dieser VerOffendichung nicht ats neu oder aul 
erfmderischer Tdtigkeit benjhend betrachtet wenten 

*Y* Verdffer^chung von besonderer Bedeutung; die beanspnichte EfTmdung 
kann nicht als auf erfindeitecher TAtigkrt toruhend t)etrachtet 
warden, wenn die VdrOttemiiehung mit eirter oder mehreren anderen 
Ver6ttentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht und 
diese Verbindung fOr einen Fachmarai naheliegend ist 

*&* VerUfenlfichung, (Se Mitgiied deiseiben PatemfamOie ist 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Foitsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



Qem&3 Aitikel 17(2)a) wiiide aus totgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. ArKprucheNr. 

well sie sich auf Gegenstdnde beziehen. zu.deren Recherche die Behdrde nicht verpflrchtet ist. nSnHich 



2] AnspiucheNr. 1-26 (teilweise) 

weD sie sich auf TeDe der intemationalen Anmeldung 
daB etne sinnvolle intemationale Recherche nicht dm 

siehe Zusatztilatt'WEITERE ANSABEN PCT/ISA/210 



weD sie sich auf TePe der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, . 
daB etne sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann, ndmSch 



3. Q AnsprOcheNr. 

weil es sk:h dabei um abhdngtge AnsprOche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 urid 3 der Regel 6.4 a) abgefaSt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Bnheitlichkeit der Erfindung (Fqrtsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehdrde hat festgesteOt, daB diese intemationale AnmeUung nrtehrere Erfindungen enthait 

siehe Zusatzblatt 



1. rn Da der AnmelderaUQeribrderllchenzusatzlichenRecherchengebQhrenrechtzeitig entries 
i-A-i irrtematkmate Recherchenbericht auf aUerecherchierbaren/^ruche. 

2. IJ ^^^w^allerecherchieibarBn Anspruche die Recherche ohneeinenArbeitsaufwanddu 

« — ' zus&tzfiche RecherchengebOhr gerechtfertigt hdtte. hat die Beh&de nicht zur Zahlung einer sotehen GebQhr aufgefordert. 



[ I DaderAnmetdernureinigedererfoyderfichenzusdtzfkrhenRecherchengebCmrenrechtzeK^ erstrecM ^ dieser 

« — ' intemationale Recherchenberk:ht nur auf die Anspruche, (Or die GebOhren entrichtet wonten sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



[ I Oer Anmeider hat die erfordeiltchen zusStzIichen RecherchengebOhren nicht rechtzeltig entrichtet Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrdnkt ^ daher auf die in den AnsprOchen zuerst enwShnte Erfindung; (Sese ist in folgmlen Anspruchen er- 



Bemerkungen hinsichtltch eines Widerspruchs Q Die zus&tzltchen GebOhren wuiden vom Anmeider unter Widerspnjch gezahtt. 

nn Die Z^ungzusStzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohna Widerspnich. 
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Fortse.tzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 1-26 (teilweise) 



Patentanspruch 1 bezieht sich auf ein Vakzin zur intranasalen 
Verabrei Chung beinhaltend Influenza-Virosoraen in Kombi nation mit einera 
Adjuvans und einem Sprayapplikator. Da ein Vakziri nur definiert 1st durch 
selnen Inhaltsstoff und nicht durch seine Verpackungsform (hier der 
Applikator, der zusatzllch nur durch eine erstrebenswerte Eigenschaft, 
namllch die Vermittlung der 100%igen Wirksamkeit, charakterlsiert 1st) 
fehlt diesem Patentanspruch die in Artikel 6 PCT geforderte Klarheit. 
Dieser Mangel an Klarheit macht eine sinnvolle Recherche uber den 
gesaraten Schutzbereich untnSgllch. Die Recherche wurde daher auf die Telle 
des Patentanspruchs gerlchtet, welche als klar erscheinen, nSmllch die 
Unterpunkte a und b des Anspruchs 1: Vakzlne zur Intranasalen Appllkatlon 
bestehend aus Influenza-Vlrosomen und mukosaleni Adjuvans bakteriellen 
Ursprungs. 

Der Anroelder wird darauf hingewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internatlonaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, norroalerweise nicht Gegenstand einer 
International en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlauflge 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patent anpruche vorlegt. 



Internationales Aklenzeichen PCT/EP 99 /08557 

WErTERE ANGABEN PCT/18A/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt,. daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt» 
namlich: 

1. Anspriiche: 1-27 

Influenza-Vakzine, definiert in Anspruch 1 und mukosales 
Adjuvans wie in Anspruch 27 definiert: 

2. Anspruche: 28-42 

Sprayapplikator wie in AnsprQchen 28 und 35 definiert. 
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